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Streszczenie
Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna jest oparta na analizie pozakomórkowego DNA płodu
obecnego w osoczu kobiet w ciąży. W niniejszej pracy poglądowej autorki przeanalizowały
przyczyny stosowania obecnie tej metodologii tylko do genotypowania niektórych antygenów
krwinek czerwonych płodu. Podsumowały też doświadczenia Instytutu Hematologii i Transfu-
zjologii w prenatalnej diagnostyce konfliktów matczyno-płodowych w zakresie antygenów RhD,
RhC+D, Rhc, RhE i K oraz omówiły perspektywy rozwoju badań prenatalnych na podstawie
nowoczesnych technologii: digital PCR, spektrometrii mas MALDI-TOF, sekwencjonowania
nowej generacji.
Słowa kluczowe: nieinwazyjna diagnostyka prenatalna; choroba hemolityczna płodów/
/noworodków, RhD, RhC, Rhc, RhE, K, HPA1a; genotypowanie, pozakomórkowe DNA płodu
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Summary
Non-invasive prenatal diagnostics is based on the analysis of cell free fetal DNA present in the
plasma of pregnant women. In this review we analysed the reasons why this methodology can
be currently used only for genotyping of some fetal red blood cell antigens. We also summerised
the experience of the Institute of Haematology and Transfusion Medicine in prenatal diagnostics
of feto-maternal incompalibilities against RhD, RhC+D, Rhc, RhE and K antigens and discussed
the perspectives of development of prenatal tests based on modern technologies: digital PCR,
mass spectrometry MALDI-TOF, new generation sequencing.
Key words: non-invasive prenatal diagnostics, hemolytic disease of newborn, RhD, RhC,
Rhc, RhE, K, HPA1a, genotyping, cell free fetal DNA
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Wstęp
Pozakomórkowe DNA płodowe w osoczu matki
(cff-DNA, cell free fetal DNA) odkryto  w 1997 roku
[1]. Stanowi 3–6% DNA izolowanego z osocza, jest
wykrywalne już w 5–7 tygodniu ciąży. Jego stężenie
wzrasta w trakcie ciąży, ale szybko zanika po poro-
dzie — zatem wynik jego badania dotyczy aktual-
nej ciąży [2, 3], w odróżnieniu od komórek płodo-
wych obecnych w krwiobiegu matki, które mogą
pochodzić z poprzednich ciąż [4]. Analiza cff-DNA,
mimo jego niewielkiej ilości, stała się możliwa dzięki
ilościowej technice PCR (polymerase chain reaction)
w czasie rzeczywistym (RQ-PCR, real-time quanti-
tative PCR), szczególnie z wykorzystaniem sond
TaqMan. Pierwsze prace wykorzystujące cff-DNA
jako materiał do badań prenatalnych dotyczyły po-
szukiwania genów z chromosomu Y oraz genu RHD,
najprostszych technicznie do wykrywania, ponieważ
nie ma ich u matek (brak chromosomu Y u kobiet,
brak genu RHD u większości osób RhD-ujemnych)
[3, 5]. Dało to możliwość nieinwazyjnej diagnosty-
ki najpowszechniejszego konfliktu serologicznego
w zakresie antygenu RhD oraz analizy dziedzicze-
nia chorób sprzężonych z płcią [5, 6].
Duże trudności metodologiczne napotkało na-
tomiast badanie genów determinowanych przez po-
limorfizmy punktowe, tak zwane SNP (single nuc-
leotide polimorphism), potrzebnych do nieinwazyj-
nej diagnostyki konfliktów serologicznych innych
niż konflikt RhD lub różnych chorób uwarunkowa-
nych genetycznie (np. w chromosomie X oraz w ge-
nach autosomalnych — między innymi b-talasemia,
choroba Huntingtona, dystrofia mięśniowa, niedo-
krwistość sierpowata) oraz do wykrywania chromo-
somalnych anaploidii (m.in. trisomia 21, 18, 13; mo-
nosomia X i inne zaburzenia liczby chromosomów
X/Y) [7–9]. W ostatnich latach nastąpił znaczący
postęp w tej dziedzinie poprzez wykorzystanie in-
nych technologii niż klasyczny RQ-PCR, takich jak
digital PCR [10], spektrometria mas MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
-flight) [11] oraz sekwencjonowanie nowej genera-
cji [12], które omówiono w niniejszej pracy.
Zasadniczym celem prezentowanej pracy jest
udzielenie odpowiedzi na pytania:
— jaka jest przydatność nieinwazyjnych badań
prenatalnych?
— na czym polegają trudności w ich wykonywaniu?
— dla których konfliktów serologicznych badania
nieinwazyjne są prowadzone w Polsce i na
świecie i jakie są ich wyniki?
— co wymaga ulepszenia?
Przydatność nieinwazyjnej diagnostyki
w konfliktach serologicznych
Konflikty matczyno-płodowe
w antygenach krwinek czerwonych
Badania nad nieinwazyjną diagnostyką płodu
w konfliktach serologicznych rozpoczęto na świecie
pod koniec lat 90. XX wieku [1, 2], a od 2000 roku są
prowadzone w Instytucie Hematologii i Transfuzjo-
logii w Warszawie (IHiT), gdzie wdrożono protokoły
dla konfliktu w antygenach RhD, Rhc, RhE i RhC
z układu Rh i w antygenie K z układu Kell [13–15].
Metody te są wykorzystywane przez ginekologów
w przypadkach, gdy istnieje podejrzenie, że wystę-
pujące u kobiety ciężarnej przeciwciała mogą spo-
wodować chorobę hemolityczną płodów/noworod-
ków (HDFN, hemolytic disease of the fetus and new-
born). Wiadomo, że przeciwciała obecne u matki
mogą być groźne, jeśli płód nosi antygen, do które-
go są skierowane. Wykrycie genu lub allelu płodu,
kodującego antygen niezgodny z matką (tj. RHD,
RHCE*C, RHCE*c, RHCE*E, KEL*1) zawęża gru-
pę kobiet wymagających ścisłego monitorowania
HDFN i ewentualnego leczenia. Jeśli dziecko jest
antygenowo ujemne, co może mieć miejsce, gdy
ojciec dziecka ma heterozygotyczny genotyp, to
przeciwciała mu nie zagrażają, gdyż są wynikiem
poprzedniej ciąży lub immunizacji przez przetocze-
nie krwi. Wykazanie braku szukanego genu/allelu
płodu w osoczu matki, przy potwierdzeniu obecno-
ści cff-DNA wykryciem markera dziedziczonego po
ojcu, stanowi argument do zaniechania inwazyjnych
zabiegów pobierania materiału od płodu (amnio-
punkcja, kordocenteza), które zawsze wiążą się
z około 1-procentowym ryzykiem utraty ciąży i do-
datkową immunizacją matki [16].
W latach 2007–2008 w IHiT we współpracy
z Regionalnymi Centrami Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa przeprowadzono analizę wykrywania
przeciwciał do antygenów krwinek czerwonych
u kobiet ciężarnych w Polsce. Zebrano dane od gru-
py stanowiącej około 48% wszystkich ciężarnych
[17]. Analizy te pozwoliły ocenić skalę immunizacji
antygenem RhD i antygenami „nie-RhD” w Polsce
i tym samym przewidzieć skalę ewentualnych ba-
dań nieinwazyjnych w ciążach zagrożonych HDFN.
Szacuje się, że kobiet ciężarnych z przeciwciałami
anty-D jest około 1000 rocznie. W około 400 przy-
padkach (40% kobiet teoretycznie powinno mieć
RhD-ujemne płody) nieinwazyjne badanie RHD pło-
du pomogłoby wykluczyć konflikt matczyno-płodo-
wy, a tylko pozostałe musiałyby być monitorowane
pod kątem objawów HDFN. U kobiet RhD-ujem-
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nych z rzadkimi przeciwciałami anty-G — obok nie-
inwazyjnego oznaczenia genu RHD istotne jest też
oznaczenie statusu RhC płodu, ponieważ obecność
RHD i/lub allelu RHCE*C potwierdza ryzyko wy-
stąpienia HDFN z powodu przeciwciał anty-G.
Z przeprowadzonych badań wynika też, że kobiet
ciężarnych z przeciwciałami do innych antygenów
niż antygen RhD, tak zwany „nie-RhD”, jest sza-
cunkowo 2000 rocznie. Wśród nich największy od-
setek stanowią kobiety z przeciwciałami anty-K lub
anty-c (25%, czyli ~500). Przeciwciała anty-K mogą
wywołać ciężkie objawy HDFN [18], podczas gdy
HDFN z powodu przeciwciał anty-c ma zazwyczaj
łagodną postać, ale u 20% przypadków wymaga
wymiennego przetoczenia krwi — stąd duże zna-
czenie diagnostyczne opracowanych nieinwazyj-
nych badań prenatalnych. Przeciwciała anty-E też
są stosunkowo często wykrywane. Rzadko wywo-
łują ciężką postać HDFN, ale notowano pojedyncze
przypadki o takim przebiegu [19]. Wprowadzenie do
praktyki klinicznej metody nieinwazyjnego genoty-
powania płodu jest więc zasadne. Dla diagnostyki
pozostałych konfliktów matczyno-płodowych, mię-
dzy innymi w antygenie K, Fya/b, Jka/b, Coa, Dib, wciąż
brakuje metod nieinwazyjnych, choć warto podkre-
ślić, że stosunkowo rzadko wywołują one HDFN.
Znajomość statusu RhD płodu jest także waż-
na dla profilaktyki konfliktu RhD, prowadzonej
u kobiet bez przeciwciał. W Polsce jak dotąd immu-
noglobulinę anty-D podaje się dopiero po porodzie,
kiedy można oznaczyć antygen RhD z krwi dziec-
ka. Taki schemat obniżył odsetek przypadków im-
munizacji anty-D w drugiej ciąży po urodzeniu
pierwszego RhD-dodatniego dziecka z 13–20% do
poziomu 1,6% [18]. Skuteczność obecnie stosowa-
nego systemu profilaktyki szacuje się na około 90%.
Przyczyny niepowodzenia wynikają głównie z zanie-
dbań w podawaniu immunoglobuliny anty-D, poda-
nia zbyt małych dawek w stosunku do liczby krwi-
nek płodu przeciekających do krwioobiegu matki,
z błędów w oznaczaniu antygenu RhD u noworod-
ków, ale także z faktu, że u 1% kobiet Rh-ujemnych
dochodzi do immunizacji już w trakcie pierwszej
ciąży. Z tej przyczyny w wielu krajach wysoko roz-
winiętych wprowadzono rekomendacje, by podawać
immunoglobulinę anty-D 2-krotnie w 28 i 34 tygo-
dniu ciąży albo jednorazowo w większej dawce
w 34 tygodniu. Procedura taka zmiejsza częstość
alloimmunizacji antygenem RhD do poziomu 0,3%
[20]. Ponadto chroni aktualną ciążę, a nie dopiero
następną, która może nie mieć miejsca wobec ten-
dencji zmiejszającej się dzietności społeczeństw.
W krajach stosujących ten schemat immunoprofi-
laktyki rozważa się możliwości i zasadność oznacza-
nia genu RHD płodu w osoczu matki w celu wyklu-
czania z immunoprofilaktyki kobiet z RhD-ujemnym
płodem. W dyskusjach nad takim projektem podkre-
śla się, że ograniczenie liczby kobiet poddanych
immunoprofilaktyce jest ważne z punktu widzenia
ekonomii (oszczędzanie drogiego, deficytowego
preparatu anty-D), aspektów etycznych (ogranicze-
nie liczby dawców krwi szczepionych krwinkami
RhD-dodatnimi do jego produkcji) oraz zdrowotnych
(eliminacja ryzyka przeniesienia nieznanych czyn-
ników zakaźnych w produkcie krwiopochodnym)
[21]. Van der Schoot i wsp. przeanalizowała koszt
wykonania takich badań u Rh-ujemnych ciężarnych
i oszacowała, jak ich wprowadzenie wpłynie na kosz-
ty immunoprofilaktyki [20]. Według obecnie obo-
wiązującego schematu w Holandii immunoglo-
bulinę anty-D w ciąży otrzymują tylko kobiety nie-
posiadające dzieci. Ograniczenie to wynika ze
względów ekonomicznych oraz ze względu na ogra-
niczoną dostępność preparatu anty-D (w Holandii
wytwarza się preparat anty-D tylko z osocza daw-
ców holenderskich). W tym schemacie immunopro-
filaktyki wprowadzenie nieinwazyjnego badania
genu RHD płodu kosztowałoby tyle, ile immunoglo-
bulina anty-D niepotrzebnie podana kobietom no-
szącym RhD-ujemne płody (3,1 mln v. 3 mln euro).
Gdyby immunoprofilaktyką objęto wszystkie RhD-
-ujemne ciężarne, to nieinwazyjne badania przy-
czyniłyby się do 40% oszczędności (6,6 mln v.
3,9 mln euro).
Konflikty matczyno-płodowe
w antygenach płytek krwi
Diagnostyka konfliktów w zakresie antygenów
płytek krwi (HPA, human platelets antigens) czeka
na opracowanie wiarygodnych metod nieinwazyj-
nych. Szczególnie potrzebna jest prenatalna diagno-
styka konfliktu HPA1a, który stanowi 80–90% kli-
nicznych przypadków alloimmunologicznej mało-
płytkowości płodów/noworodków (FNAIT, fenal
and neonatal alloimmune thrombocytopenia), wystę-
pującej z częstością około 1:1000–2400 urodzeń [22,
23]. Problem ten dotyczy kobiet ciężarnych o feno-
typie HPA1a-ujemnym, czyli o genotypie HPA1bb
(homozygoty w zakresie przeciwstawnego allelu
HPA*1b), wykrywanego u 2% osób w populacjach
kaukaskich. Z badań prospektywnych wynika, że
odsetek kobiet HPA1a-ujemnych ulegających allo-
immunizacji wynosi 10%, a u 31% z nich prowadzi
to do ciężkich objawów FNAIT [24, 25]. Istotną róż-
nicą w porównaniu z konfliktem RhD jest fakt, że
25–50% przypadków FNAIT z powodu przeciwciał
anty-HPA1a pojawia się już w pierwszej ciąży [22].
Dlatego nieinwazyjne wykrycie allelu HPA*1a pło-
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du jest ważne nie tylko dla diagnostyki ciąż z obcią-
żonym wywiadem, ale także dla badań przesiewo-
wych w celu rozpoznawania FNAIT w trakcie cią-
ży. Biorąc pod uwagę liczbę urodzeń z 2009 roku
[26], w Polsce teoretycznie należałoby się spodzie-
wać około 700 przypadków alloimmunizacji anty-
HPA1a rocznie, w tym około 220 przypadków cięż-
kiej FNAIT (41 6437 urodzeń × 2% ciężarnych
HPA1bb × 85% płodów HPA1a-dodatnich × 10%
ulegających alloimmunizacji × 31% z ciężką FNAIT).
Trudności nieinwazyjnych
badań prenatalnych i próby
ich przezwyciężania
Wykonywanie badań genów/alleli płodu w oso-
czu antygenowo ujemnej kobiety ciężarnej podej-
rzewanej o konflikt serologiczny jest wysoko spe-
cjalistycznym badaniem. Trudności w wykonaniu
takich badań wynikają z kilku przyczyn, które szcze-
gółowo omówiono poniżej.
Niskie stężenie cff-DNA i proporcja
względem DNA matczynego
Dla wykrycia genów płodu konieczne jest wy-
izolowanie odpowiedniej ilości płodowego DNA.
W osoczu, jak powiedziano we wstępie, występuje
tylko nieznaczna ilość cff-DNA; przeważającą część
stanowi pozakomórkowe DNA matczyne. Konieczne
jest więc izolowanie DNA z dużej objętości osocza,
a tym samym pobranie przynajmniej 15–20 ml krwi.
Dodatkowo ważne jest, by ograniczać proces rozpadu
komórek matki, ponieważ z nich jest uwalniane do-
datkowe matczyne DNA. Przeciwdziała temu pobie-
ranie krwi do probówek z barierą żelową i napylonym
EDTA (ethylene-diamine-tetra-acetic acid), które trze-
ba odwirować w ciągu 5 h, ściśle według zaleceń pro-
ducenta, by nie spowodować zubożenia frakcji cff-
DNA. W tak odseparowanym osoczu cff-DNA jest sta-
bilne w temperaturze pokojowej do 48 h od pobrania
i w takich warunkach może być transportowane do la-
boratorium diagnostycznego [27]. Probówkę zawiera-
jącą osocze, oddzielone od elementów morfotycznych
barierą żelową, można też dostarczyć w stanie zamro-
żonym. Niedopuszczalne jest natomiast zamrażanie
rozmrożonego osocza, ponieważ prowadzi to do de-
gradacji cff-DNA. Ostatnio Fernando i wsp. z firmy
Streck opisali nowy typ probówek przeznaczonych
do badań prenatalnych, które nie mają bariery żelo-
wej i nie wymagą odwirowania osocza, a cff-DNA jest
w nich stabilne do 14 dni od pobrania [28].
Metoda izolowania DNA musi być efektywna,
przeznaczona dla pozyskiwania drobnocząsteczkowe-
go DNA. Poleca się zestawy do izolowania kwasów
nukleinowych wirusów, najlepiej z dużych objęto-
ści osocza (≥ 1 ml) [29, 30]. Z uwagi na przewidy-
waną skalę badań i mniejsze ryzyko zanieczyszcze-
nia „obcym” DNA (procedury dekontaminacyjne,
bardziej zamknięty układ izolowania) duże oczeki-
wania wiąże się z wydajnymi metodami automatycz-
nymi [30, 27]. Szczególnie przydatne wydają się
metody z wykorzystaniem kuleczek magnetycznych
opłaszczonych krzemionką, które lepiej wychwytują
drobnocząsteczkowe DNA niż metody ze złożem
ubitym w kolumnie [31].
Metoda detekcji cff-DNA musi wykrywać po-
jedyncze kopie genów. Rutynowo używana obecnie
metodologia RQ-PCR daje takie możliwości. Waż-
nym elementem jej standaryzacji jest wykazanie
czułości wykrywania jednej kopii genu, poprzez
sporządzenie krzywych wzorcowych z serii rozcień-
czeń DNA pozyskanego od dawcy pozytywnego pod
względem badanej cechy w DNA pozyskanym od
osoby o przeciwstawnym genotypie.
Wszystkie 3 wymienione elementy analizy
cff-DNA są bardzo ważne z uwagi na konieczność
ograniczania ryzyka wydania fałszywie ujemnego wy-
niku badania prenatalnego (brak lub niska koncen-
tracja cff-DNA w pobranym osoczu z powodu nie-
prawidłowego odwirowania lub przechowywania
osocza; niska wydajność izolowania cff-DNA; mała
czułość metody RQ-PCR). W przypadkach z klinicz-
nym podejrzeniem HDFN (obecne alloprzeciwciała
u matki) wyniki fałszywie ujemne wiążą się z szcze-
gólnie dużym niebezpieczeństwem. Opierając się na
nich, lekarz może podjąć niewłaściwą decyzję
o zaniechaniu leczenia płodu, które może się okazać
konieczne dla ratowania zdrowia i życia dziecka.
W badaniach profilaktycznych kobiet RhD-ujem-
nych bez przeciwciał uzyskanie wyniku fałszywie
ujemnego wiąże się z mniejszym zagrożeniem
— kobieta nie dostanie immunoglobuliny anty-D
w ciąży, ale dostanie ją po porodzie, po określeniu
fenotypu D dodatniego krwinek dziecka.
Charakter polimorfizmu badanego genu
Polimorfizm delecji genu
— warianty genu RHD
Teoretycznie wykrywanie genu RHD płodu
w osoczu ciężarnej RhD-ujemnej kobiety (czyli
nieposiadającej genu RHD) powinno być technicznie
proste, szczególnie, gdy operuje się tak czułą techniką,
jak RQ-PCR. Tym niemniej w badaniu tym napotyka
się na wiele trudności związanych ze zróżnicowanym
podłożem genetycznym fenotypu RhD-ujemnego
i występowaniem licznych wariantów genu RHD.
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U 99% osób z populacji kaukaskiej podstawą
fenotypu RhD-ujemnego jest brak całego genu
RHD, natomiast u około 1% osób sekwencje genu
RHD są obecne, ale z powodu różnych mechani-
zmów mutacji (SNP w regionach kodujących lub na
styku intron-ekson, delecje/insercje, rekombinacje
z genem RHCE) gen RHD jest niefunkcjonalny,
czyli nie powstaje białko RhD albo jest on odpowie-
dzialny za tworzenie wariantów białka RhD o obni-
żonej ekspresji (tzw. D słabe, Del) bądź pozbawio-
nych części epitopów antygenowych (tzw. D czę-
ściowe) [19, 32]. Warianty D częściowe (większość
hybryd RHD-CE-D; mutacje punktowe w sekwen-
cjach kodujących zewnątrzkomórkowe fragmenty
białka RhD) oraz D słabe (najczęściej mutacje punk-
towe w sekwencjach kodujących regiony przezbło-
nowe lub wewnątrzkomórkowe białka RhD; część
hybryd RHD-CE-D) często nie są wykrywane w ru-
tynowych badaniach serologicznych. Część z nich
może być zidentyfikowana w bardziej zaawansowa-
nych badaniach serologicznych z kombinacją róż-
nych przeciwiał monoklonalnych. Warianty Del
(najczęściej mutacje punktowe na styku intron-
-ekson, niektóre mutacje w sekwencji kodującej,
delecje eksonu 8 lub 9 RHD) charakteryzują się na-
tomiast tak słabą ekspesją, że są możliwe do wy-
krycia jedynie techniką adsorpcji/elucji. Bardziej
szczegółowych informacji na temat częstości „nie-
typowych” fenotypów Rh ujemnych w populacjach
europejskich dostarczają badania genetyczne daw-
ców krwi. Ogółem odsetek osób RhD-ujemnych
z wariantem genu RHD w Niemczech wynosi 0,21%
[32], w Austrii 0,4% [33], a w Polsce 0,45% [34].
W innych grupach etnicznych podłoże gene-
tyczne fenotypu RhD-ujemnego jest odmienne:
u 67% osób RhD-ujemnych w rasie negroidalnej jest
obecny pseudogen RHDY z duplikacją 37 par zasad
(pz) w 4 eksonie RHD i mutacją nonsensowną
w eksonie 6, a u 15% występuje gen hybrydowy
RHD-CE(3-9)-D [19]. W rasie żółtej u 20–30% osób
RhD-ujemnych są obecne różne allele RHDel,
a u 4–6% hybrydy RHD-CE(3-9)-D [19]. Z omówio-
nych powodów, diagnozując przypadek konfliktu RhD,
powinno się znać pochodzenie etniczne rodziców.
W świetle tej wiedzy dla zapewnienia wiarygod-
ności nieinwazyjnych badań RHD płodu jest ko-
nieczne badanie kilku fragmentów genu RHD [21,
29, 35]. W publikowanych pracach zastosowano róż-
ne strategie doboru starterów (tab. 1) [36–59]. Pro-
blem najbardziej optymalnego pod względem eko-
nomicznym doboru badanych fragmentów RHD był
dyskutowany na ostatnich warsztatach genotypowa-
nia krwinki czerwonej w Berlinie podczas Zjazdu
ISBT w 2010 roku, gdzie skłaniano się do wyklu-
czenia badań eksonu 10 RHD jako często dającego
wyniki fałszywie dodatnie z powodu obecności
w genach hybrydowych, determinujących fenotyp
RhD-ujemny. W protokole RQ-PCR opracowanym
w IHiT oznacza się równolegle obecność intronu 4,
eksonu 7 i 10 [13]. Ten dobór regionów pozwala na
ewentualne wykrycie i zakwalifikowanie większo-
ści alleli RHD, z wyjątkiem mutacji punktowych
i pseudogenu RHDY, którego częstość w rasie kau-
kaskiej jest znikoma. Protokół umożliwia też róż-
nicowanie, czy gen RHD pochodzi od matki czy od
płodu, dzięki przyrównaniu poziomu wykrywania
jego poszczególnych fragmentów do poziomu genu
kontrolnego CCR5, wspólnego dla cff-DNA i DNA
matczynego. Jeśli sygnał dla wszystkich lub części
fragmentów RHD jest na poziomie genu CCR5, to
niemożliwa staje się nieinwazyjna diagnostyka pre-
natalna, ponieważ mamy do czynienia z wariantem
genu RHD u matki, który maskuje ewentualny gen
RHD płodu [60].
Polimorfizmy punktowe
Nieinwazyjna diagnostyka konfliktów matczyno-
-płodowych determinowanych przez SNP jest bar-
dzo trudna do badania klasyczną techniką RQ- PCR,
ze względu na wysoki poziom niespecyficznej am-
plifikacji, powstający z przeważającej ilości DNA mat-
czynego. Jedynie badanie alleli RHCE*c, RHCE*E
genu RHCE daje zadowalające wyniki ze względu
na to, że użyte startery zawierają dodatkowe SNP,
prócz tych warunkujących antygeny Rhc czy RhE
[49, 61, 10]. Wykrywanie allelu RHCE*C nie opie-
ra się natomiast bezpośrednio na różnicach SNP, ale
na analizie obecności insercji w intronie 2 genu
RHCE, nieobecnej w sekwecji allelu RHCE*c [61].
Unikalną strategię badań RQ-PCR opracowa-
no dla wykrywania płodowego allelu KEL*1 [49].
Znaczne obniżenie poziomu niespecyficznej ampli-
fikacji uzyskano poprzez modyfikację startera spe-
cyficznego dla allelu KEL*1, polegającą na wstawie-
niu dwóch analogów nukleotydów tak zwanych LNA
(locked nucleic acids) tuż przed specyficznym nukle-
otydem dla KEL*1 na końcu 3’. Niestety, sygnał
specyficznej amplifikacji dla KEL*1 jest słabszy niż
w przypadku genu RHD i przez to generuje więk-
szy odsetek wyników fałszywie ujemnych we wcze-
snych ciążach.
Nowego pomysłu pokonania trudności tech-
nicznych badania SNP dostarcza prezentacja Schef-
fera i wsp. ze zjazdu ISBT w Berlinie w 2010 roku,
dotycząca konfliktu HPA1a [62]. W celu obniżenia
poziomu niespecyficznej amplifikacji z DNA matki,
autorzy proponują jego eliminację poprzez enzyma-
tyczne wytrawianie. Odpowiednio dobrany enzym
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Tabela 1. Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna konfliktów matczyno-płodowych — doniesienia z lat 2005–2010
Table 1. Non-invasive prenatal diagnostics of feto-maternal incompatibilities — the publications between
2005 and 2010
Piśmiennictwo Liczba Tydzień Badany Zastosowane Zastosowana Specyficzność Czułość
kobiet  ciąży  fragment geny procedura, testu testu
genu   kontrolne modyfikacje   (%)   (%)
Obecna 348 RhD– ≥ 7 RHD intron 4, SRY, RQ-PCR 99,7* 100
praca 5 RhC– ekson 7, 10 27 ins/del,
21 Rhc– RHCE*C CCR5 100 100
22 RhE– RHCE*c 100 100
5 K–     RHCE*E 100 100
KEL*1 100 100
[36] 24 11–38 RHD SRY, RHCE, RQ-PCR 100 100
ekson 7, 10   B-aktyna
[37] 274 8–35 RHD ekson 10 – Real-time PCR 100 100
[38] 45 11–40 RHD ekson 7, 10 SRY, RHCE, RQ-PCR 100 100
RHCE*C/ RHCE*E B-aktyna 100 100
100 100
[39] 20 11–16 RHD ekson 7 B-aktyna RQ-PCR 100 100
[40] 98 Brak RHD ekson 4, SRY/ RQ-PCR 98 95,9
danych 5, 10 /8 ins/del
[41] 56 15–36 RHD ekson 7, 10 Bd RQ-PCR 100 100
[42] 45 28–30 RHD ekson 5 (82bp), SRY/ RQ-PCR 100 100
7 dupleks /8 ins/del
[43] 81 4–41 RHD ekson 10, – RQ 93,8 98,3
intron 4
[44] 533 7–40 RHD ekson 4, 5, 10 SRY/ RQ-PCR 99,7 99,7
/8 ins/del
[45] 54 I, III RHD ekson 4, 7 RASSF1A RQ-PCR 100 100
[46] 2359 30 RHD ekson 7 CCR5 RQ-PCR 99,6 99,8
[47] 563 11–40 RHD ekson 4, 5, 10 SRY RQ-PCR 100 86,8
4, 5 ekson;  4 ekson
94,6 97,1
10 ekson 5 ekson
96,9
10 ekson
[48] 300 10–34 RHD ekson (Free DNA RQ-PCR 99 100
7, 10 (Free DNA Fetal Kit RhD)
Fetal Kit RhD)
[49] 44 Rhc– 10–36 RHCE*c CCR5 RQ-PCR 100 100
46 RhE– RHCE*E 100 100
13 RhC– RHCE*C 100 100
27 K    KEL*1 LNA 96,2 96,2
[50] 32 II, III KEL*1 – MALDI-TOF MS 100 94
[21] 1869 8–38 RHD ekson 5, 7 CCR5 RQ-PCR 99,2 99,84
[51] 13 12–39 RHD ekson 10 SRY PCR, kapilarna 100 100
elektroforeza
[52] 78 14–40 RHD ekson 5, 7, 10 SRY, RQ-PCR 93,3 100
9 loci STR
[53] 140 – RHD 3 fragmenty SRY, RASSF1A RQ-PCR 100 100
[54] 102 – RHD ekson 7, 10 RQ-PCR 92 100
[55] 21 20–39 RHD ekson 5 B-globina RQ-PCR 62,5 92,3
[56] 111 9–13 RHD ekson 5, 7 B-globina RQ-PCR 93 100
[57] 175 RhD– ≥ 9 RHD ekson 5, 7 SRY/ RQ-PCR 100 100
53 Rhc– RHCE*c /24 ins/del 100 100
78 RhE– RHCE*E 100 100
9 RhC– RHCE*C 100 100
48 K– KEL*1 97,9 100
[58] 64 11–39 RHD ekson 5, 7, 10 SRY  CCR5 RQ-PCR 100 100
[59] 121 6–38 RHD ekson 4 GADPH RQ-PCR 99,2 100
*w 1/88 przypadków z wynikiem RhD-ujemnym nie znaleziono markera na potwierdzenie obecności cff-DNA
RQ-PCR (real-time quantitative polymerase chain reaction) — reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym; MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption ionisation-time-of-flight mass spectrometry) — spektometria mas techniką desorpcji laserowej z udziałem matrycy i analizatora czasu przelotu
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restrykcyjny rozpoznaje i rozcina w miejscu SNP
tylko sekwencję allelu HPA*1b, charakterystyczne-
go dla DNA matki.
Konieczność potwierdzania obecności
cff-DNA w badanej próbce
W każdym przypadku, w którym uzyska się
wynik ujemny na poszukiwanie celowanego genu
płodu, istnieje konieczność udowodnienia, że
w próbce obecne było DNA płodu i że jego jakość
i ilość były odpowiednie. Taki dowód uzyskuje się
poprzez wykrycie genu/ów płodu, dziedziczonych po
ojcu, a nie obecnych u matki. Dla płodów płci mę-
skiej poszukuje się genu SRY z chromosomu Y,
zawsze analizowanego w podstawowym protokole.
Dla płodów płci żeńskiej jedyną możliwością jest,
nie zawsze skuteczne, poszukiwanie ojcowskiego
markera typu insercja/delecja (ins/del) [13, 57]. Pew-
ne nadzieje wiązano z analizą epigenetyczną promo-
tora genu RASSF1A, ponieważ płodowe sekwencje za-
wierają dużą ilość reszt metylowych (hipermetylacja),
w odróżnieniu od sekwencji matczynych, z niewiel-
kim odsetkiem reszt metylowych (hypometylacja)
[45]. Enzymatyczne wytrawianie hypometylowane-
go DNA matki, a potem detekcja techniką RQ-PCR
tylko metylowanych sekwencji promotora
RASSF1A mają dowodzić obecności DNA płodowe-
go w badanej próbce. Ta metodologia cechuje się
niską specyficznością z powodu niecałkowitego do-
trawienia matczynego DNA, co stwarza niebezpie-
czeństwo fałszywego potwierdzenia obecności ma-
teriału płodowego.
Niebezpieczeństwo kontaminacji obcym
DNA na każdym etapie badania cff-DNA
Pojedyncze kopie drobnocząsteczkowego DNA
z powszechnie występującymi genami, a do takich
zalicza się gen RHD czy kontrolny gen SRY, mogą
się przedostać do badanej próbki osocza zarówno
w fazie przedanalitycznej (pobieranie krwi, separa-
cja osocza), jak i analitycznej (izolowanie DNA, na-
stawianie reakcji RQ-PCR). „Obce DNA” może po-
chodzić z innej badanej próbki (kropelki krwi, oso-
cza), z zanieczyszczonego sprzętu laboratoryjnego
(wirówki, bloki grzejne, automatyczne ekstraktory
DNA) lub stanowiska pracy, albo dostaje się do prób-
ki z ciała operatora wykonującego badanie (złusz-
czony naskórek, wydychane powietrze z mikrokro-
pelkami śliny). Dlatego dla nieinwazyjnych badań
prenatalnych poleca się odpowiedni sposób pobie-
rania materiału (separacja osocza bez otwierania
probówek) oraz wykonywania izolowania DNA
i detekcji RQ-PCR (odpowiedni strój laboranta,
osobne pomieszczenia do izolacji i nastawiania RQ-
-PCR, w miarę możliwości praca w komorze lami-
narnej; regularne procedury czyszczenia sprzętu la-
boratoryjnego i stanowisk pracy). Sprawą bezdysku-
syjną jest restrykcyjne przestrzeganie zasad zapo-
biegania kontaminacjom produktami PCR w labo-
ratorium (odpowiednia organizacja pomieszczeń
części „czystej” i „brudnej”).
Konsekwencje wydania wyniku fałszywie do-
datniego z powodu powyższych przyczyn nie są
wprawdzie tak duże jak w przypadku wyniku fałszy-
wie ujemnego, ale mogą być fałszywym tropem,
skłaniającym lekarza do wykonania zabiegu inwa-
zyjnego (kobiety zimmunizowane), a w przypadku
profilaktyki konfliktu RhD — do niepotrzebnego
podania immunoglobuliny anty-D w ciąży.
Aktualny stan nieinwazyjnych badań
płodu w konfliktach serologicznych
w Polsce i na świecie
W celu podsumowania dotychczasowych badań
prenatalnych w konfliktach serologicznych zesta-
wiono je z doniesieniami opublikowanymi po 2004
roku (tab. 1). Jako parametry oceny autorki wybra-
ły swoistość i specyficzność używanych protokołów
badań.
Do tej pory w IHiT przebadano 428 RhD-ujem-
ne kobiety w ciąży. W 353 przypadkach było możli-
we porównanie wyników nieinwazyjnego oznacze-
nia genu RHD płodu ze statusem RhD noworodka.
U 5 kobiet nieinwazyjna diagnostyka RHD płodu nie
była możliwa do przeprowadzenia ze względu na
wykrycie u matki wariantów genu RHD: u 4 D sła-
be, u 1 wariant RHDel (IVS3 + 1G > A). W pozo-
stałych 348 przypadkach wyniki nieinwazyjnego
oznaczenia RHD płodu były prawidłowe: w 260
RhD-dodatnie, a w 88 RhD-ujemne. W 5 osoczach
z pierwszego trymestru ciąży sygnał RQ-PCR był
zbyt niski i badania wymagały powtórzenia w dru-
gim trymestrze. Obecność cff-DNA potwierdzono
w 87/88 przypadkach: w 51 przez wykrycie genu
SRY (noworodki były RhD-ujemnymi chłopcami),
a w 36 przez wykrycie polimorfizmu insercja/dele-
cja odziedziczonego po ojcu, a nieobecnego u matki
(urodziły się RhD-ujemne dziewczynki). W jednym
przypadku takiego polimorfizmu nie znaleziono i nie
udało się potwierdzić obecności cff-DNA przy RhD-
-ujemnym wyniku.
U 5 kobiet RhD-ujemnych z rzadkimi przeciw-
ciałami anty-G dodatkowo zbadano obecność allelu
RHCE*C , kodującego swoistość RhC, równie
groźną w tym przypadku, co RhD. U 2 kobiet wy-
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kluczono obecność obu genów RHD i RHCE*C,
u 3 stwierdzono ich współwystępowanie.
Badania nieinwazyjne genów płodu przeprowa-
dzono też u 21 kobiet ciężarnych z przeciwciałami
anty-Rhc i 22 z przeciwciałami anty-RhE oraz
u 5 kobiet z przeciwciałami anty-K. We wszystkich
przypadkach wyniki nieinwazyjnej diagnostyki były
prawidłowe.
Według doświadczeń autorek niniejszej pracy,
testy nieinwazyjnej diagnostyki, wykorzystujące do
kontroli cff-DNA, polimorfizmy insercja/delecja, są
wiarygodne od 18. tygodnia ciąży. Dla badań we
wcześniejszych etapach ciąży i opracowania nieinwa-
zyjnej diagnostyki kolejnych konfliktów matczyno-
-płodowych, determinowanych SNP (np. w zakre-
sie HPA1a płytek krwi), konieczne jest dalsze udo-
skonalanie procedur. Kierunki potencjalnych uspra-
wnień przedstawiono poniżej.
Perspektywy usprawnienia badań DNA
płodu w osoczu kobiet ciężarnych
Fizykochemiczne różnice między
cff-DNA a DNA matczynym
Rozdział cff-DNA od DNA matczynego staje
się możliwy dzięki wykryciu fizykochemicznych
właściwości różniących oba rodzaje DNA, obecne
w osoczu kobiet ciężarnych. Analiza porównawcza
liczby i wzajemnej proporcji różnej wielkości ampli-
konów, powielających gen specyficzny dla cff-DNA
lub wspólny z DNA matczynym, wykazała, że > 99%
cff-DNA zawiera fragmety mniejsze niż 300 pz,
a większość DNA matczynego składa się z fragmen-
tów większych niż 500 pz. Fragmenty DNA matczy-
nego w osoczu kobiety ciężarnej są zdecydowanie
dłuższe niż u mężczyzn i kobiet niebędących w cią-
ży [63, 64]. Wyniki badań techniką mikroskopii elek-
tronowej struktur apoptycznych (tzw. APO-bodies
[apoptotic-bodies]) obecnych w osoczu kobiet ciężar-
nych udowodniły, że cff-DNA jest uwięzione w ma-
łych strukturach odpowiadających pojedynczym
nukleosomom (uwolnione mono-nukleosomy), zaś
DNA matki jest zawarte w większych, niejednorod-
nych co do wielkości strukturach bogatych w chro-
matynę [65].
Trop różnicowania nukleosomów z cff-DNA
i chromatyny z DNA matczynym zaowocował wy-
kryciem różnic w budowie histonu H3: większość
cff-DNA jest opleciona wokół histonu H3.1, charak-
terystycznego dla tkanek płodu, zaś DNA matki
oplata histon H3.3, typowy dla komórek osób doro-
słych. Na poziomie sekwencji białkowej oba podty-
py histonów H3 różnią się kilkoma aminokwasami,
co pozwala na ich separację przy użyciu przeciwciał
monoklonalnych. Odkrycie to zostało opatentowane,
a metoda separacji z wykorzystaniem przeciwciał
anty-H3.1 jest własnością firmy BIOCEPT, INC.
San Diego, US (nr patentu USPTO 20070243549).
Separacja cff-DNA od DNA matki była przepro-
wadzana w żelach agarozowych, ale nie znalazła
powszechnego zastosowania z uwagi na duże ryzy-
ko kontaminacji i żmudność pracy przy tego typu
manipulacjach [64, 66]. Nowe perspektywy wiążą
się z elektroforezą kapilarną, szczególnie przepro-
wadzaną z wykorzystaniem technologii mikroukła-
dów, tak zwanych lab-on-chip [67].
Opracowanie metody wzbogacenia frakcji
cff-DNA być może będzie perspektywą poprawy nie-
inwazyjnej diagnostyki klasyczną metodą RQ-PCR
różnych chorób, determinowanych przez SNP (nie
tylko konflikty serologiczne), czy chromosomalny-
mi aneploidiami.
Nowe technologie używane
do genotypowania cff-DNA
Rynek nowych technologii badania kwasów
nukleinowych bardzo prężnie się rozwija. W ciągu
ostatnich 4 lat pojawiły się publikacje o jego wyko-
rzystaniu do analizy cff-DNA z osocza kobiet cię-
żarnych [68]. Opisane metody pokonują trudności
związane z niekorzystną proporcją cff-DNA wzglę-
dem DNA matczynego. Jedną z propozycji jest tech-
nika spektrometrii masowej MALDI-TOF, opiera-
jąca się na ilościowej analizie masy cząsteczkowej
powielonych w PCR fragmentów genów, które dają
różne wzory widm, nawet jeśli różnią się pojedyn-
czym nukleotydem czy metylacją/demetylacją DNA
[11]. Opublikowano pracę o badaniu allelu KEL*1
płodu i genu kontrolnego RASSF1 [50, 69]. W mate-
riałach na stronie internetowej producenta systemu
— firmy Sequenom — można znaleźć informacje
o wynikach adaptacji techniki do konfliktu RhD.
Drugą aplikacją jest digital PCR, w którym
wykorzystuje się możliwość badania pojedynczych
kopii genów, dzięki prowadzeniu reakcji PCR
w setkach kanalików, które są obecne w specjalnie
konstruowanych mikrofluidowych płytkach [10]. Ze
względu na mniejszą wielkość — cząsteczki
cff-DNA efektywniej wnikają do tych kanalików i pod-
nosi się odsetek wykrywanych genów płodu (w 3.
trymestrze z 6% na 20% względem DNA matki) [70].
Trzecią techniką jest sekwencjonowanie nowej
generacji, pozwalające na analizę ogromnej liczby
genów jednocześnie. Propozycji metodologii i sprzę-
tu jest kilka [71]. Na razie prace na temat analizy
cff-DNA ograniczają się do dwóch producentów
i dotyczą anaploidii, a autorzy podkreślają możliwość
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wieloczynnikowego (w tysiącach sekwencji) po-
twierdzenia nieprawidłowej liczby chromosomów
— na przykład trisomii chromosomu 13, 18, 21 [12].
Być może jest to pomysł na wieloaspektową anali-
zę przyczyn konfliktu serologicznego — identyfi-
kację różnych polimorfizmów grup krwi.
Wszystkie te technologie są jednak na razie
w fazie opracowań i zmierzają do wytworzenia goto-
wych testów dla nieinwazyjnej diagnostyki prenatal-
nej, która będzie tania w przeliczeniu na jednost-
kowe badania, ale droga w aspekcie wyposażenia
aparaturowego i wyszkolenia personelu. Zmierzają
też do komercjalizacji badań. Powszechne ich sto-
sowanie to kierunek rozwoju diagnostyki w przy-
szłości, ale na obecnym etapie najbardziej przy-
stępną techniką genotypowania cff-DNA wciąż po-
zostaje RQ-PCR.
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